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Depuis plusieurs annges, de nombreuses etudes ont mis 
en Evidence 1' expression importante de divers retrovirus, 
notamment endogenes (HERVs) , dans des pathologies telles que 
le diabete [l] , la sclerose en plaques (SEP) [2] et la 
5 schizophr&iie (SCZ) [3] . Les HERVs possedent des homologies 
avec les retrovirus animaux connus et proviennent probablement 
de leur int%ration au sein de la lign^e germinale hiimaine. 
Les sequences de ces HERVs dans le genome humain sont en 
general incompletes m&ne si des sequences provirales entieres 
10 ont deja Ste identifi^es. 




Des particules r^trovirales dans des cultures de 
cellules leptomeningees de patients atteints de SEP ont d^ja 
ete isolees [4] . L' etude de ces particules a montrg qu'elles 

15 possedaient des sequences g^netiques homologues a I'ADN humain 
definissant une nouvelle famille de retrovirus endogdnes 
(HERV-W) [2, 5, 6] . La presence de MSRV dans le serum et/ou le 
liquide cephalo-rachidien de patients a maintenant ete 
confirmee par diffgrentes iquipes [7-9] et une correlation 

20 entre la charge virale et 1 ' evolution de la maladie a ete mise 
en evidence [10] . II a ensuite ete mis en evidence que MSRV et 
sa proteine d'enveloppe possedaient des proprigt^s pro- 
inflammatoires mediees par les lymphocytes T, de type 
superantigSne (SAg) [11] . Un module animal (souris SCID 

25 humanisees) a ete mis en place confirmant in vivo le potent iel 
immuno-pathogenique de telles particules et notamment leur 
capacite a induire la secretion de cytokines pro- 
inflammatoires, mediee par les lymphoctes T [12] . 

30 Dans la suite de la description les virus de la 

famille MSRV/HERV-W seront indif feremment denommes MSRV ou 
MSRV/HERV-W. 
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Les presents inventeiirs ont maintenant montrg de 
raaniSre inattendue que la prot^ine Env de MSRV/HERV-W a une. 
autre activity pro-inflanunatoire, ind#pendante de celle mediee 
par les lynqohocytes T, passant par des cellules differentes 
des cellules T et par un r^cepteur different du r^cepteur des 
cellules T (TCR), resultant dans 1' activation d'une voie pro- 
inflaimnatoire diffgrente de celle qui rgsulte de 1' activation 
du TCR par un superantigene . Les inventeurs ont egalement 
trouve que c'est precis€ment le domaine de la fraction soliible 
(Env-SU) de la prot€ine d'enveloppe de MSRV/HERV-W qui est 
responsable de ces nouveaux effets pro-inf lairanatoires mSdies 
par des cellules prSsentatrices d'antigenes (macrophages, 
monocytes, cellules dendritiques et mlcrogliocites) et ^m. 
r^cepteur ndn identifig, jusqu't ce jour, pour son r61e dans 
le dgclenchement des effets prb-inflammatoires medics par Env- 
SU MSRV/HERV-W. Ainsi, Env-SU, naturellement pr^sente a la 
surface des particules retrovirales , cible les cellules 
prSsentatrices d'antigenes (APC) et induit la secretion de 
grandes quantit^s de TNF-a, d'lL-lp et d'IL-6. Ces effets pro- 
inflammatoires ont M gtudigs chez des patients atteints de 
SEP puis conrpargs k ceux obtenus chez des donneurs. Les 
inventeurs ont ainsi montrS que la production d'IL-6 induite 
par Env-SU 6tait augmentSe chez les patients SEP et §tait 
corrglee avec leur score clinique (EDSS) . La presence elevge 
d'IL-6 dans le serum, le LCR et les ISsions de patients SEP 
[13-18] est pr6sum§e jouer un r61e important dans le 
dSveloppanent et la persistance des lesions observSes au 
niveau du systSme nerveux central des patients SEP. 

Les presents inventeurs ont done trouve, de manidre 
surprenante, que le recepteur de Env-SU impliqug dans ces 
effets pro-inflammatoires est la protSine TLR4 humaine (Toll- 
Like Receptor 4) . Le g^ne codant pour TLR4 est localise sur le 
chromosome 9 (9q32-q33) . La protgine est constitute de 839 
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acides amines et presente tin pdids moleculaire de 95679 Da, II 
etait connu que TLR4 cooperait avec una autre molecule appelee 
MD-2 et, gu' ensemble avec CD14, ce complexe est implique dans 
la reconnaissance des lipopoly saccharides (LPS) bact^riens 
5 conduisant k . 1' activation du facteur NF-kappa-B, k la 
s6cr6tion de cytokines et a la r^ponse inf lammatoire, mais son 
role de recepteur de la fraction soluble de la prot§ine 
d'enveloppe (Env-SU) de MSRV/HERV-W n' etait pas connu avant la 
presente invention. 

10 

D'autres pathologies pr^sentent, coinme la SEP, un 
profil deactivation du systSme immunitaire caracterise par la 
presence de grandes quantitSs d'IL-6- Parmi elles, la 
schizophrenie (SCZ) , - maladie neuropsychiatrique liee a des 

15 facteurs gSnetiques et environnementaux presente suivant 

les cas des quantites s^rique d'IL-6 largement superieures ^ 
la normale [19] . Par ailleurs, des s§quences r§trovirales 
similaires k celles de MSRV ont 6t6 identifiies chez des 
patients SCZ [31. Et, plus rScemment, il a §te demontre que le 

20 LCR de patients SCZ nouvellement diagnostiques presentaient 
des sequences r^trovirales de la famille MSRV/HERV-W associees 
k des particules circulantes [20] . 

Une telle expression est compatible avec un r81e pour 
25 MSRV/HERV-W dans diffSrentes pathologies neurologiques par 
I'intermediaire des effets pro-inflainmatoires de sa prot^ine 
d'enveloppe et de la voie deactivation engagee. Get element 
retroviral (lui-mime sous dSpendance de co- facteurs 
d' activation) et ses effets associSs sont tout & fait 
30 pertinents dans le cas de maladie d§my61inisantes 
inflammatoires [21] . Dans de le cas de la schizophrenie, une 
telle inflammation r§vel6e au niveau syst^mique par la 
surexpression d'IL-6, est aussi pertinente, localement au 
niveau de la substance grise du cerveau, au regard des effets 
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neurotoxiques et excitotoxlques coiinus de 1' inflammation 
m6di§e par les microgliocytes /macrophages du cerveau [22-36] . 

L' expression idif fgrentielle de sequences ARN 
MSRV/HERV-W a aussi gt§ rapport§e dans le tissus cortico- 
frontal de patients schizophrSnes, et non chez des temoins 
incluant notamment des psychoses maniaco-d^pressives (bioplar 
disorders) [37] . En outre, le reflet systemique de ce 
differentiel retroviral « MSRV/HERV-W » a ete mis en evidence' 
dans le sang de jiuneaux homozygotes discordants pour la 
pathologie schizophrenique, corroborant ainsi 1' existence 
d'une replique « systemique » pouvant jouer notamment un r6le 
dans I'hyperexpression d'IL-6 circulante pr6c§demment 
rapport ee [3] . 

Les effets de la proteine d'enveloppe de MSRV/HERV-W 
chez des patients schizophrdnes ont leur place dans la cascade 
pathoggnique de la schizophrenie, au niveau du r61e de 
facteurs inf lammatoires specif iques dans la gendse de signaux 
neurotoxic[ues et/ou excitotoxlques corticaux ou sub-corticaux. 



Ainsi, la pr^sente invention a pour objet une m€thode 
pour traiter un individu presentant une pathologie associee a 
la presence de MSRV/HERV-W comprenant 1' administration & 

25 1' individu d'une composition thgrapeutique ou medicament 
comprenant au moins xin anticorps choisi dans le groupe (i) des 
anticorps anti-Env-SU MSRV/HERV-W capables de se lier 
spScifiquement (se liant specif iquement) a la fraction soluble 
de la protSine Env de MSRV/HERV-W ou dans le groupe (ii) des 

30 anticorps capables de se lier sp6cif iquement (se liant 
spScifiquement) au recepteur TLR4 de la fraction soluble de la 
proteine Env-SU MSRV/HERV-W pour inhiber la cascade pro- 
inflammatoire induite par 1' activation de MSRV/HERV-w, et un 
vfihicule plus, si n§cessaire un vecteur pharmaceutic[uement 
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acceptable. Ladite mSthode est en particulier utilisSe pour le 
traitement de la SEP et la SCZ. 

Selon la mSthode de 1' invention, on pent administrer 
5 au patient une composition on medicament comprenant au moins 
un anticorps anti-Env-SU MSRV/HERV-W et au moins xin anticorps 
anti-TLR4. 

De preference, dans la methode de 1' invention, 
10 1' anticorps anti-Env-SU est choisi parmi les anticorps 
suivants : anticorps monoclonaux anti-Env-SU MSRV/HERV-W 
{anticorps 3B2H4, 13H5A5 et 3H10F10 (bioMerieux) ) et 
1' anticorps anti-TLR4 est 1' anticorps anti-TLR4 huraaine HTA125 
(commercialise par la soci^tS eBioscience) . Le mode 
15 d'obtention des anticorps monoclonaux bioMerieux est decrit 
dans la description qui suit. Les anticorps precites ont poxir 
caract§ristique originale, et jusqu'alors inconnue, d'etre 
neutralisants vis k vis de 1' activity pro-inf lammatoire 
nouvellement mise en Evidence sur les cellules prSsentatrices 
20 d'antigenes via le recepteur TLR4. 

Les anticorps anti-TLR4 ou anti-Env-SU sont 
administrgs h I'individu k I'aide d'un v^hicule 
pharmacaeutiquement acceptable, associS si n^cessaire k un 

25 vecteur pharmaceutiquement acceptable pour les v§hiculer a 
travers la barriSre h6mato-enc6phalique (BHE) • Si, comme c'est 
le cas pour la SEP, un certain stade de 1' Evolution de la 
pathologie il y a ouverture de la barriSre h6mato-enc6phalique 
il n'est pas nicessaire d'utiliser de tels vecteurs, mais 

30 quand il n'y a pas ouverture de la barriere hemato- 
enc^phalique, ce qui est Sgalement le cas pour SCZ, de tels 
vecteurs sont nScessaires. Ces vecteurs sont bien connus [38-- 
45] . La demarche therapeutique cible une composante 
inf lammatoire liSe k 1' activation des 
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microgliocytes/macrophages c^r^braux, avec une spScificitS 
unique dans ce domalne. Cette spgcificitg est li^e a 
1' identification du systime ligand-rScepteur « Env-SU MSRV et 
TLR4 * implique dans la genSse des signaux inflanunatoires 
precoces qui, par exemple, initient une cascade dgmyelinisante 
quand ils proviennent des microgliocytes/macrophages localises 
dans la substance blanche (SEP), ou une cascade 
excitotoxique/neurotoxique quand ils sont produits par ces 
mgmes cellules dans la substance grise (SCZ) . 



L'utilitS des anticorps anti-Env-su MSRV et anti-TLR4 
est de bloquer * & la source » la cascade pro-inf laxnmatoire 
induite par la reactivation MSRV/herv-w (elle ni§me, induite 
par des co-facteurs infect ieux de type herpesvirus, par des 
15 signaux honnonaux ou par des cytokines particuliSres , 
variables selon les pathologies) dans les differentes maladies 
associges a une expression pathologique MSRV/HERV-W. 

Ainsi, la presente invention a pour objet une - 
composition, ^tant entendu que cette composition est a vis#e 
therapeutique, qui comprend au moins un anticorps choisi dans 
le groupe (i) des anticorps anti-Env-SU MSRV/HERV-W ou dans le 
groupe (ii) des anticorps anti-TLR4 capables de se lier 
spScifiquement a la fraction soluble de la protgine Env de 
MSRV/HERV-W OU au rgcepteur TLR4 de la fraction soluble de la 
protgine Env de MSRV/HERV-W, et un vghicule pharmaceutiquement 
acceptable. si nScessaire, ladite composition comprend. 
egalement un vecteur pharmaceutiquement acceptable. De 
prgfgrence, la composition comprend au moins un anticorps 
anti-Env-SU MSRV/HERV-W et au moins un anticorps anti-TLR4. 
Les anticorps pr^f^r^s dans cette composition sont les 
anticorps anti-Env-SU MSRV/HERV-W (3B2H4, 13H5A5 et 3H10P10) 
et 1' anticorps anti-TLR4 HTA125. Les anticorps precitSs sont 
des anticorps monoclonaux « neutralisants » vis a vis de 
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1' activity pro-inflammatoire nouvellement mise en Evidence sur 
les cellules pr^sentatrices d'antigenes via le rScepteur TLR4. 

L' invention a aussi pour objet 1' utilisation d'au 
moins "un anticorps choisi dans le groupe (i) des anticorps 
anti-Env-SU MSRV/HERV-W ou dans le groupe (ii) des anticorps 
anti-TLR4 capables de se lier spScif iguement & la fraction 
soluble de la protSine Env de MSRV/HERV-W ou au recepteur TLR4 
de la fraction soluble de la protSine Env de MSRV/HERV-W pour 
la preparation d'un medicament. En particulier, il est utilise 
au moins un anticorps anti-Bnv-SU MSRV/HERV-W et au moins d'un 
anticorps anti-TLR4. L' anticorps anti-Env~SU HERV-W est choisi 
parmi les anticorps 3B2H4, 13H5A5 et 3H10F10 et 1' anticorps 
anti-TLR4 est 1' anticorps HTA125. Cette utilisation est faite 
pour le traitement d'une pathologie associee a MSRV/HERV-W, 
telle que la sclerose en plaques et la schizophrenie. 

L' invention a encore pour objet des anticorps choisi 
parmi les anticorps anti-Env-SU MSRV/HERV-W et anti~TLR4 
capable de se lier specif iquement (se liant specif iquement) a 
la fraction soluble de la proteine Env de MSRV/HERV-W et au 
recepteur TIjR4 de la fraction soluble de la proteine Env de 
MSRV/HERV-W pour inhiber la cascade pro-inflammatoire induite 
par 1' activation de MSRV/HERV-W, en particulier les anticorps 
3B2H4, 13H5A5 et 3H10F10. 

Le terme « antico3T>s » utilise dans la prSsente 
invention inclut les anticorps monoclonaux, les anticorps 
chimSres, les anticorps humanisms, les anticorps recombinants 
et les fragments desdits anticorps qui sont caractSrisSs par 
une af finite elevee pour la fraction soluble de la proteine 
d'enveloppe de MSRV/HERV-W et qui prSsentent aucune toxicite 
ou une trds faible toxicite. En particulier, il est pr^f Arable 
d'utiliser un anticorps dont la region variable et/ou la 
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region constant e est faiblement iiranunoggne pour I'individu 
auquel il est administrg. Les anticorps de la pr^sente 
invention sont caracterisSs par leur capacity a traiter des 
patients pr^sentant des pathologies associSes k MSRV/HERV-W 
tout en ne prgsentant aucune toxicite ou une trSs faible 
toxicity. La faible imnmnogSnicitg et/ou I'af finite §levge de 
ces anticorps pent contrxbuer aux r^sultats therapeutiques 
atteints . 

Par fragment d' anticorps on entend les fragments 
F(ab)2, Fab, Fab', sFv (Blazar et al., 1997, Journal of 
Immunology 159 : 5821-5833 et Bird et al., 1988, Science 242 : 
423-426) d'un anticorps natif et par anticorps chimdre on 
entend, entre autres, un dSriv§ chimerique d'un anticorps 
natif (voir par exemple Arakawa et al., 1996, J. Biochem 120 : 
657-662 et Chaudray et al., 1989, Nature 339 : 394-397). 

La production d' anticorps monof;lonaux fait partie des 
connaissances ggngrales de I'homme du metier. On peut citer & 
titre de reference Kdhler G, et Milstein C. (1975) : Continuous 
culture of fused cells secreting antibody . of predefined 
specificity. Nature 256 :495-497 et Galfre G. et al. (1977) 
Nature, 266 : 522-550. L'immunogSne peut gtre coupl6 k de 
1 ' hgmocyanine de Lymphet Keyhole (peptide KLH) comme support 
pour 1' immunisation ou k de I'albiamine s^rique (peptide SA) . 
Les animaux sont soumis a une injection d' immunogSn^e en 
utilisant de 1' adjuvant de Frexind. Les serums et les 
sumageants de culture d'hybridome issus des animaux immunises 
sont analyses pour leur specificity et leur selectivity en 
utilisant des techniques classiques, telles que par exemple des 
tests ELISA ou de Western Blot. Les hybridomes produisant les 
anticorps les plus spScifiques et les plus sensibles sont 
sglectionnSs . Des anticorps monoclonaiix peuvent #galement gtre 
produits in vitro par culture cellulaire des hybridomes 
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produits ou par recuperation de liquide d'ascite, apres 
injection intrapSriton^ale des hybridomes chez la souris. 
Quelque soit le mode de production, en sumageant ou en ascite, 
les anticorps sont ensuite purifi^B, Les methodes de 
5 purification utilis^es sont assent iellement la filtration sur 
gel echangeur d'ions et la chromatographie d' exclusion ou la 
chromatographie d'af finite (protSine A ou G) . Les anticorps 
sont cribles dans des tests fonctionnels pour s^lectionner les 
anticorps les plus performants . La production in vitro 
10 d' anticorps, de fragments d' anticorps et d' anticorps chimeres 
produits par genie genetique est bien connue de I'hoinme du 
metier . 

Les formes « humanisees » d' anticorps non humains, par 

15 exemple raurins, sont des anticorps chim&res qui comprennent 
ime sequence minimale dSrivSe d'une immunoglobuline non 
humaine. Pour la plupart, les anticorps hxamanisSs sont des 
inmiunoglobulines huraaines (anticorps r^cepteur) dans 
lesquelles des residus d'une region hypervariable du recepteur 

20 sont remplac^s par des r§sidus d'une region hypervariable 
d'une espSce donneur (anticorps donneur) non humaine, telle 
que souris, rat, . lapin ou primate non hiimain, ayant la 
sp6cificit§, I'af finite et la capacity souLhait^es. Dans 
certains cas, les residus (FR) de la region Fv de 

25 1' immunoglobuline humaine sont remplacSs par des residus 
correspondants non humains. De plus, les anticorps humanisms 
peuvent comprendre des rgsidus qui ne sont pas trouves dans 
1' anticorps receveur ou dans 1' anticorps donneur, Ces 
modifications peuvent etre effectuees pour am^liorer les 

30 performances de 1' anticorps. En general, 1' anticorps humanist 
^ comprendra au moins un et de preference deux domaines 
variables, dans lesquels tout ou & peu pres tout des boucles 
hypervariable s correspondent a une immunoglobuline non humaine 
et tout ou a peu pres tout des regions PR seront celles d'une 
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iitmiunoglobuline humaine. Les anticorps humanises 
facultativement pourront aussi comprendre au moins une partie 
d'une region constants (Pc) d'une immianoglobuline, telle 
qu'une inununoglobuline humaine. En general, la region variable 
5 est d§riv6e d'un anticorps mammiffere non humain et la region 
constahte est derivee d'une inununoglobuline humaine. De 
pr^f^rence, la region variable choisie presente une faible 
immunogenicite et est associee a une region constante qui 
presente egalement une faible inununogenicite. 

10 

Ces anticorps sont de preference les anticorps 
« neutral isants » suivants : 

- Anticorps monoclonaux anti-Env-SU MSRV/HERV-W : anticorps 
3B2H4, 13H5A5 et 3H10F10 (bioM^rieux) , 
15 - Anticorps anti-TLR4 : anticoips monoclonal anti-TLR4 humain 
HTA125 (commercialise par la society eBioscience) . 

Les anticorps anti-Env-SU MSRV/HERV-W sont produits 
selon les prdtocoles decrits ci-dessous. 

20 

- Production de 1' anticorps 3B2H4 : 

Les souris sont immunisSes selon le protocole 
suivant : au jour JO, injection intrapgriton^ale de 20 /xg 
d' immunogfene, consistant en de la proteine recombinante 

25 purifige Env/MSRV telles que d^crite prgcSdemment [11] en 
presence d ' adjuvant de Freund complete Aux jours J14 et J28 
nouvelle injection intraperitoneale de la meme quant ite 
d'immxmogSne en presence d' adjuvant de Freund incomplete 
Quatre, trois et deux jours avant la fusion faire une 

30 injection intraperitoneale de 100 jug d'immunogene dilue en eau 
physiologique . 

400 surnageants ont 6te cribl6s par technique d'ELISA 
indirect. Les plaques ont ete « coatees » avec 100 /il 
d'antigene k 1/xg/ml en tampon bicarbonate 0.05M, pH 9.6. Les 
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plaques « coatSes » ont et6 incubSes une nuit a la temperature 
de 18-22^C. Les plaques ont 6t€ saturSes avec 200 jul de PBS- 
lait 1% et soumises ^ incubation 1 heure a 37«>+/-2^C, 100/xl de 
surnageants ou de liquide d' ascites dilu^s en tampon PBS-Tween 
5 20 0,05% ont 6t§ ajout^s et les plaques ont 6t& incubSes 1 
heure a 37«>+/-2«»C, 100/il d'anticorps polyclonal de chevre 
anti-Ig(H+L) de souris conjugue a la phosphatase alcaline 
(PAL) (Jackson Inmiunoresearch r§f : 115-055-062) , dilue en 
tampon PBS-BSA 1% au 1/2000 ont ete a j out 6s et les plaques ont 

10 ensuite €te incubees 1 heure a 37o+/-2®C, 100/xl de PNPP 
(Biom^rieux ref 60002990) a la concentration de 2 mg/ml dans 
de la DEA-HCL (Biomerieux ref 60002989), pH=9,8 ont ete 
ajoutes. Les plaques ont ensuite ete sotimises k incubation 
pendant 30 minutes a la temperature de 37®+/-'2^C. La reaction 

15 a 6t6 bloqu6e par addition de 100 fil de NaOH, IN. Trois 
lavages sont effectues entre chaque etape avec 300 /xl de PBS-- 
Tween 20, 0,05%. Un lavage supplSmentaire en eau distillSe est 
effectu6 avant d'aj outer le ENPP. 

22 surnageants se sont revelSs positifs en ELISA 

20 indirect avec une DO > a 0,2 correspondant k quatre fois le 
bruit de fond. Apres les tests de spScificite un seul 
anticorps est produit. 

- Production des anticorps 13H5A5 et 3H10F10 : 
25 Les souris sont immunisSes selon le protocole 

suivant : au jour JO, injection intrapSriton^ale de 40 jixg 
d'iramunogSne, consistant en de la proteine recombinant e 
purif iee Env/MSRV telle que decrite [11] , en presence 
d' adjuvant de Preund complet. Axix jours J14, J28 et J78 
30 nouvelle injection intrap6riton6ale de la m§me cjuantitg 
d'immunogSne en presence d' adjuvant de Freund incomplet. 
Quatre, trois et deux jours avant la fusion faire une 
injection intrap^ritoneale de 50 /xg d'iramunogSne dilue en eau 
physiologique . 
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1350 sumageants ont §tg cribl^s par technique 
d'ELISA indirect, conime dScrit ci-dessus. 

39 surnageants se sont r6v61Ss positifs en ELISA 
indirect avec une DO > 4 0,4 correspondant a quatre fois le 
bruit de fond. AprSs les tests de specificite deux anticorps 
sont produits. 

Les anticorps anti-Env-SU et anti-TLR4 pricitgs sont 
utilises pour la preparation d'un medicament ou composition 
thgrapeutique pour le traitement de pathologies associ^es a 
MSRV/HERV-W, comme dicrit ci-dessus. Dans la composition a 
vis6e therapeutique de la pr^sente invention, 1' anticorps ou 
ingredient actif est associg a un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable et eventuellement a un vecteur pharmaceutiquement 
acceptable. Les vehicules pharmaceutiquement acceptables sont 
determinees et choisis en fonction du mode d' administration 
retenu et de la pratique standard dans le domaine 
pharmaceutigue. Parce que les proteines sont soumises a 
digestion quand elles sont administrges par voie orale, une 
administration parenterale, telle qu'intraveineuse, sous 
cutanee ou intramusculaire devrait ordlnairement ^tre utilisee 
pour optimiser 1 ' absorption . Les vehicules pharmaceutiquement 
acceptables sont d^crits par exemple dans Remington's 
Pharmaceutical Sciences 16«* ed.. Mack Publishing Co. Par 
exemple, une composition parenterale approprige pour une 
administration par injection est preparee en dissolvant 1,5% 
en poids de 1' ingredient actif dans une solution de chlorure 
de sodium 0,9%. II pent etre necessaire d'associer I'anticorps 
a un vecteur seiectionne qui permette le passage de 
I'anticorps au travers de la BHE. L' anticorps non- 
transportable peut ainsi Stre couple a un vecteur 
transportable, tel que I'albumine cationisee, la transferine, 
I'insuline et le facteur de croissance insuline-like ou a un 
fragment desdites proteines. II a notamment deja ete montre 
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que des anticorps monoclonaxxx non-transportables (IgG3) , li^s 
& un vecteur de transport, tel que la transfer ine ou le 
facteur de croissance insul ine -like, non seulement Staient 
capables de traverser la BHE, mais egalement que les 

5 propri^t^s fonctionnelles de ces anticorps ^talent conserv^es. 
D'autres Etudes ont dij& montre que des produits neuro- 
pharmaceutiques pouvaient etre delivres au niveau du cerveau 
par 1 ' intermediaire de liposomes. Cette approche est egalement 
importante car elle offre un mecanisme par lequel toute 

10 molecule qui peut etre encapsul^e dans un liposome peut etre 
dirigee jusqu'au cerveau. 

Les anticorps peuvent ^tre administres soit comme des 
agents th6rapeutiques individuels, soit en combinaison avec 

15 d'autres agents therapeutiques pour accroitre et ameliorer le 
traitement. Le dosage d6pendra bien sGr de facteur s connus, 
tels que les caracteristiques pharmacodynamiques de 1' agent 
particulier et de sa voie d' administration, mais Egalement de 
facteur s tels que I'age, le poids, la frequence du traitement 

20 et I'effet souhaitS et attendu. Habituellement tine dose 
joumaliSre pour un ingr§dient actif est comprise entre 0,01 ^ 
100 milligrammes par kilogramme pour un §tre humain: 
Ordinairement , 1 i 40 milligrammes par kilogramme par jour, 
administr€s en une ou plusieurs doses journalieres, est une 

25 quantity efficace pour obtenir I'effet recherche. 

Figures • 

La figure 1 repr^sente les structures et les sequences 
30 an acides amines d'ENV-pVl4 et d'ENV-SU. La figure 1 (a) 
correspond aux structures de Env-Pvl4 (la protSine d'enveloppe 
complete de MSRV) et de Env-SU (xine fraction de 287 acides 
amines repr§sentant I'unitS soluble extracellulaire cliv4e a 
la position K316 de la pr6t€ine complete ENV pV14. La figure 1 
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(b) reprgsente les sequences en acides amines de Env pV14 et 
de Env-SU, cette demi^re 6tant indiqu^e en caractferes gras et 
refgrenc^e dans I'identificateur de sequences en SEQ ID NO :1. 
La masse molgculaire moyenne calculee de Env-SU est egale a 
32061.59. Son pi estimS est 6gal a = 9.61. Sa composition en 
acides amines est la suivante : 

Acides amines non-polaires : 



Nombre Pourcentage 

A 9 3,14 

V 16 5,57 
L 25 8,71 
I 13 4.53 
P 21 7,32 
M 7 2,44 
P 11 3,83 
W 6 2,09 

Acides amines polaires: 

Nombre Pourcentage 

G 16 5,57 

S . 31 10,80 

T 34 11,85 

C 12 4,18 

Y 10 3,48 
N 18 6,27 
Q 9 3,14 

Acides amines acides: 

Nombre Pourcentage 

D 4 1,39 

E 10 3 , 48 
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Acldes amines basigueB : 

Nombre Pourcentage 
K 9 3,14 

R 12 4,18 

5 H 14 4,88 

Figure 2: Env-SU induit la production de cytokines 
pro-inf lammatoires dans des cultures de PBMCs (cellules 
mononucle§es) humaines. La figure 2 A repr^sente la secretion 

10 du TNF-a, d'lL-ip et d'IL-6, analysee par test ELISA ( enzyme - 
linked immunosorbent assay) des surnageants de culture de 
PBMCs de donneurs sains, stimules pendant 24 heures avec des 
doses croissante d' Env-SU. Les r^sultats correspondent k trois 
experiences ind^pendantes . Les doses d' Env-SU sont 

15 representees en abscisse (en /xg/ml) ♦ L'axe des brdonnes 
correspond aux quantites de cytokines (en ng/ml) . Dans les 
courbes, le symbole ■ correspond k la secretion d'IL-6, le 
symbole • correspond a la secretion d'lL-lp et le syn^bole ^ 
correspond k la secretion du TNF-a- Dans la figure 1 B, les 

20 PBMCs ont et^ stimulees avec 1 |ag/ml de controle autologue, 
d' Env-SU, de LPS ou de SEB et inciibgs pendant 24, 48 et 72 
heures avant analyse de la secretion des cytokines par ELISA. 
Les axes des abcisses correspondent au temps en heures et les 
axes des ordonnees correspondent a la production de cytokines 

25 IFNy, TNFa, IL-6 et IL-ip en ng/ml pour IFNy et IL-6 (figures 
IB (a) et IB (c) ) et en pg/ml pour TNPa et IL-ip (figures IB 
(b) et 1 B (d) ) . Dans cette figure — • — correspond a Env-SU, - 
-X-- correspond au LPS, — correspond au controle autologue 
et ......s^...... correspond k SEB. 

30 

Figure 3 : Les activitSs stimulant les cytokines de 
Env-SU ne sont pas dues a une contamination par endotoxines. 
Les PBMCs ont ete stimulees pendant 24 heures avec le controle 
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autologue (MOCK), Env-SU, LPS ou SEB. Quand ceci est indigug, 
les cellules ont 6t6 traitges avec 10 ng/mL de Polymixine B 
(PdyB) avant la stimulation (represents en noir dans la 
figtire) . En parallSle, les cellules ont ggalement M incubSes 
avec des protSines et des toxines bouillies (ioo»C) pendant 30 
minutes (reprSsentg en gris dans la figure) . Les surnageants 
de culture ont €t§ rScoltis et testes pour la liberation du 
TWF-a par ELISA. Les resultats present^s dans cette figure 
correspondent a la moyenne de trois experiences. L'axe des 
ordonnSes correspond aux quantites de TNF-a libSrg, en pg/ml. 

Figure 4 : L'anticoarps monoclonal anti -Env-SU (13H5A5) 
bloque 1' activity stimulant les cytokines de Env-SD. Les PBMCs 
ont StS stimulSes pendant 24 heures avec 1 /xg/ml du contr61e 
autologue CK2, Env-SU et LPS et prS-incubees ou non avec 30 
Hg/wl d'anticorps monoclonal anti-Env-SU et d'anticorps 
monoclonal anti-Gag (3H1H6) . Les surnageants de culture ont 
et€ rScoltSs et testes pour la secrStion du TNF-a. Les 
rgsultats prgsentgs dans cette figure correspondent a la 
moyenne de trois e3q>griences . L'axe des ordonnSes correspond 
aux quant itgs de TNF-a libera, en pg/ml. 

Figure 5 : Env-SU active directement les monocytes 
humains purifies. Des monocytes humains ont ete purifies a 
partir de PBMCs humaines (puretS supgrieure a 95%) et ensuite 
stimules avec le controle autologue (Mock) , Env-SU ou LPS, a 
une concentration de 1 ng/ml, pendant 24 heures. La figure 5a 
reprSsente 1' expression des marqueurs deactivation CD80 
(figure de gauche) et CD86 (figure de droite) analysfie par 
cytomStrie de flux. En abscisses est represents le nombre de 
cellules coraptees et en ordonnes 1' intensity de fluorescence 
par cellule (« coTints ») . La rSsultante reprSsente le nombre 
de cellules coraptees pour chaque intensity de fluorescence. 
L'aire dgfinie par les courbes represente le nombre de 
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cellules totales pour chaque condition testae. La repartition 
des cellules en fonction de 1' intensity de fluorescence est 
montr#e par 1' allure de la courbe. L'aire blanche represente 
les r^sultats obtenus avec le contr61e t^moin (Mock), I'aire 

5 gris^e, contours traits fins, represente les resultats obtenus 
avec Envr-SU et I'aire gris^e, contours tr&s 6pais, represente 
les resultats obtenus avec le LPS. La figure 5b reprSsente les 
secretions de TNF-a, IL-ip, IL-6 et IL-12p4 0, analysees par 
ELISA, En blanc sont representes les resultats obtenus aprds 

10 stimulation par le contrdle autologue. Les resultats obtenus 
apres stimulation par ENV-SU et LPS sont respect ivement 
representes en noir et gris. L'axe des ordonn§es correspond 
aux quantites de cytokines secret^es, en ng/ml. Les resultats 
reprSsentent la moyenne de trois experiences. 

15 

Figure 6 : Env-SU active les cellules dendritiques 
dSriv^es de monocytes (MDDC) . Les MDDC cnt eti g^nerSes k 
partir de monocytes purifies et ensuite stimulSes avec le 
contr61e autologue, Env-SU, ou LPS, a une concentration de 1 

20 iig/xal, pendant 24 heures. La figure 6a represente 1' expression 
des marqueurs d' activation CP80, CD86, CD40 et HLA-DR, 
analysee par cytomStrie de flux. En abscisses est represent^ 
le nombre de cellules comptees et en ordonnSs 1' intensity de 
fluorescence par cellule (« counts ») . L' image superieure 

25 gauche represente 1' analyse du CD80, 1' image superieure droite 
celle du CDS 6, 1' image inferieure gauche represente celle. du 
CD40 et 1' image inferieure droite celle du HLA-DR. La 
resultante represente le nombre de cellules comptees pour 
chaque intensite de fluorescence. L'aire definie par les 

30 courbes represente le nombre de cellules totales pour chaque 
condition testee. La repartition des cellules en fonction de 
1' intensite de fluorescence est montree par 1' allure de la 
courbe. L'aire blanche de gauche represente les resultats 
obtenus avec le contr61e temoin (Mock), I'aire blanche de 
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droite, contours traits plus gpais, reprSsente les r^sultats 
obtenus avec Env-SD et I'aire grisSe represente les rSsultats 
obtenus avec le LPS. La figure 6b represente la sgcrgtion de 
TNF-a, IL-6, IL-12p40 et IL-12p70, analysge par ELISA, dans 
les surnageants de culture. L'axe des ordonn^es correspond aux 
quantit^s de cytokines s^crgtee, en ng/ml. Dans les 
histograiranes reprgsentSs a ' la figure 6b, Mock correspond aux 
rgsultats obtenus apres stimulation avec le contrdle 
autologue, Env-su (en noir) correspond aux rgsultats obtenus 
apres stimulation avec Env-SU et LPS (en gris) correspond aux 
rgsultats obtenus aprSs stimulation avec LPS. La figure 6c 
represente la proliferation allog^nique des cellules T par les 
cellules dendritiques prealablement stimulSes par : Env-SU -■- 
, LPS --A-_, contr61e CK2 L'axe des abscisse reprgsente 

le nonibre de cellules dendritiques ( respect ivement 0, 1000, 
5000 et 10 000). L'axe des ordonnges represente le nombre de 
coups par minute emis par les cellules ayant incorporees ^H- 
Thymidine . 

Figure 7 : CD14 et TLR4 sont impliques dans les 
proprietes pro-inf laiiunatoires de Env-SU. Les PBMCs ont ete 
pre-incubees pendant une heure avec ou sans anticorps 
neutralisants anti-CD14 (rhCD14, ref. : AB383, R&D Systems - 
UK) (figure 7a) et anti-TLR4 (figure 7b), a une concentration 
de 20 ng/ml et 5 ng/ml. Les cellules ont ensuite ete stimuiees 
pendant 24 heures avec le contrdle CK2, Env-SU (ENVl) , LPS et 
SEB, a une concentration de 1 /xg/ml. La liberation de TNF-a a 
ete analysee, dans les surnageants de culture par ELISA. Les 
resultats sont montrgs dans les histograrames des figures 7a et 
7b. L'axe des ordonnees correspond k la quantite de TNF-a 
libere, en ng/ml. Les histograrames en noir correspondent aux 
resultats obtenus sans ajout d' anticorps, les histogrammes en 
blanc correspondent aux resultats obtenus en presence 
d' anticorps anti-CD14 et anti-TLR4, t 20 ng/ml et les 
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histogrammes en gris correspondent aux r§sultats obtenus en 
presence d'anticorps anti-CD14 et anti-TLR4, a 5 /xg/ml. Les 
r^sultats correspondent §l la moyenne de trois experiences. 

S Hateriels et methodes 

Proteines et toxines. 

La proteins de surface de I'enveloppe de MSRV (Env-SU) 
correspond a une sequence proteique de 287 acides amines de la 

10 proteine totale d'enveloppe (Env Pvl4, GenBank AF331500) . Les 
structures et les sequences en acides amines d'Env Pyl4 et 
d'Env-SU sont respectivement representees dans les figures 1 
(a) et 1 (b) . La proteine Env-SU de MSRV recoinbinante est 
exprim^e dans E.coli et purifiee sur colonne FPLC. La qualite 

15 et la purete de la proteine sont confirmees par spectrom6trie 
de masse et Western Blot* La cas6ine kinase est utilisee comme 
contr61e n^gatif autologue. Cette proteine de contrdle a 6t§ 
produite et purifiSe dans les m§mes conditions que Env-SU. 

Les deux proteines sont testges pour la presence 

20 d'endotoxines par Tin test sur Lysat d'Amebocyte de Lymulus 
(LAL) realise par la soci^tS CleanCells (Bouffere, France) . 
Toutes les fractions sont en dessous du seuil de detection de 
5 Ul/ml. L'entSrotoxine B de staphyloccoque (SEB) obtenue chez 
Toxin Technology (Sarasota, PL, USA) 6tait pure k 95%. Le 

25 liposaccharide (LPS) de E. coli souche 026 :B6 est obtenu chez 
Sigma Aldrich. 

Milieu de culture. 

Le milieu de culture est le milieu RPMI 1640 (Gibco) 
30 suppl&nentfi en : 

L-glutamine 1% (Sigma- Aldrich) , 

pSnicilline / streptomycine 1% (Sigma-Aldrich) , 

pyruvate de sodium 1% (Sigma-Aldrich) , 
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et 



acides amines non essentiels 1% (Sigma-Aldrich) , 



SVF (sSrum de veau foetal) inactive par la 
chalexir 10% (BioWest) . 

Pour les essais de proliferation des cellules T, 
un s^rum AB humain (Sigma-Aldrich) a 6tS utilise au lieu 
du SVF. 

Isolement des cellules et preparation. 

Des cellules mononucleees humaines du sang 
periphSrique (PBMCs) sent isolees a partir de donneurs sains 
par centrifugation par gradient de densite sur Ficoll Paque. 
Les monocytes des PBMCs sent purifies par enlevement des 
cellules T, des cellules B, des cellules dendritiques, des 
cellules NK et des basophiles en utilisant le kit d' isolement 
des monocytes, coramercialisfi par la society Miltenyi Biotec. 
En resume, les PBMCs sont d'.abord incub^es avec un cocktail 
d'anticorps monoclonaux et d'anti-lmmunoglobuline humaine 
conjugues a un haptdne et marques magnet iquement (anti-CD3, 
anti-CD7, anti-CD19, anti-CD45RA, anti-CD56 et anti-IgE) , puis 
avec des micro-billes (MACs MicroBeads) coupl4es a des 
. anticoips monoclonaux anti-haptdne. Les cellules marquees 
magngtiquement . sont finalement enlevges en les retenant sur 
une colonne dans un champ magngtique. La puret€ de la 
population des monocytes r4cup#r#e est toujours sup^rieure k 
95%, comme determine par I'expression de CD14 par analyse par 
cytometrie de flux. Pour la generation de monocytes derivSs 
des cellules dendritiques (MDDCs) , les monocytes purifies sont 
cultivgs pendant 5 jours sur des plaques de 6 puits contenant 
de l'IL-4 k 25 ng/ml et du GM-CSP a 50 ng/ml dans 2 ml du 
milieu de culture. Au jour J3 de la culture, la quantity 
complete de cytokines est ajoutge aux cellules. Comme montrg 
par analyse de la morphologie et par cytometrie de flux, la 
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preparation de cellules resultante contient plus de 90% de 
cellules dendritiques CDla positives. 

Stimulation cellulaire. 

5 Les cellules (PBMCs, monocytes ou MDDCs) sont placSes 

dans des plaques de 24 puits, a une concentration de 1 x 10^ 
cellules par puits, dans 1 ml de milieu de culture avant 
stimulation par Env-SU, LPS, SEB, ou le contr6le autologue. 
Elles sont ensuite incub6es k 37^C dans une atmosphere 

10 humidifiee k 5% de COg. Quand indique, les cellules ont ete 
pre-incxibSes soit avec 10 /zg/ml de Polymyxine B (Sigma- 
Aldrich) , 20 iig/ml et 5 jLtg/ml d'anticorps monoclonal anti- 
CD14, 20 ixg/ml et 5 /ig/ral d'anticorps anti-TLR-4 (HTA125, 
eBioscience) ou avec ime IgG de contr61e d'isotype 2a (IgG2a) 

15 (eBM2a, eBioscience) avant la stimulation cellulaire, Dans 
certaines experiences, Env-SU, le controls autologue, LPS et 
SEB sont bouillis pendant 30 minutes avant le traitement 
cellulaire. 

Pour determiner la specif icite des resultats, 1 [ig de 
20 ENV-SU, LPS, SEB et du controle autologue est pre-incube a 4^C 
pendant 1 heure avec 30 |xg/ml d'anticoips monoclonaux diriges 
soit centre ENV-SU (13H5A5 ; IgGl ; biomerieux) soit centre 
GAG {3H1H6 ; IgGl ; biomerieux) . 

Ensuite, les cellules sont incubSes 24 heures k 37<*C, 
25 puis les surnageants de culture sont rScoltSs pour 1' analyse 
de la sScrgtion de TNF-a, IL-Ip et XL- 6 par ELISA. 

Essais de proliferation des cellules T. 

Les monocytes et les MDDCs stimulus sont utilises 
30 comme stimulateurs des cellules T, Les cellules T allogeniques 
sont utilisSes k 1 x 10® cellules par puits comme cellules 
« rgpondeuses » dans des microplaques de 96 puits k fond rond. 
Les cellules stimulatrices sont ajout^es aux cellules T dans 
des doses croissantes et les cultures sont effectuees en 
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triple dans un voltame final de 200 fil de milieu de culture. 
Apres 5 jours d' incubation a 370C, la proliferation des 
cellules T est §valu6e par mesure de la radioactivite 
incorpor^e. Pour ce faire, dans les derniSres 18 heures 
d' incubation, 1/zCi de Thymidine est ajoute a chaque puits, 
Les cellules sont ensuite recuperees sur des tapis de filtre 
de verre pour la mesure de la radioactivity incorporee. 

Marquages par immunofluorescence et cytometrie de 

flux. 

Les cellules sont recoltees, lavees dans du PBS et 
ensuite colorees pour des marqueurs de surface differents. Les 
anticorps monoclonaxix suivants (Becton-Dickinson, San Jose, 
CA) ont ete utilises : ahti-CDla allophycocyanine (HI149-APC) , 
anti-CD14 isothiocyanate de fluoresceine {M0P9-PITC) , CD40 
phycoerythrine (5C3-PE) , CD80 phycoerythrine {L307.4-PE), 01)86 " 
phycoerythrine (IT2.2-PE) et HLA-DR chlorophylle de peridine 
{L243-PerCP) . 

' La coloration par immunofluorescence directe des 
cellules est rSalisee dans du PBS refroidi sur glace" 
supplemente par du SVF 2%, avec les diffgrents anticorps aux 
concentrations recommandees par les fabricants/ AprSs 30 
minutes k 4'>C, les cellules sont lav§es et ensuite analysges 
en utilisant un FACS Calibur (nom commercial) et le logiciel 
CellQuest (nom commercial) (Becton Dickinson) . 

Essais de production des cytokines, 

Les surnageants de cultures sont collectes et 
conserves & -20«C avant analyse de la s§cr6tion des cytokines, 
Les quantit6s de cytokines sont mesurSes en utilisant les kits 
BLISA OptEIA (nom commercial) (Pharraigen) pour IL-lbeta, IL-6, 
IL-10, IL-12p40, IL-12p40 and TNF-alpha, en respectant les 
instructions du fabricant. 
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Resultats. 

Env-SD induit la production de cytokines pro- 
inflainmatoires & partir de PBMCs hximaines, 
5 La capacite de la proteins recombinant e Env-SU ^ 

stimuler la secretion de cytokines dans les cultures de PBMCs 
a etg testae. Les PBMCs de donneurs sains ont ete incubees 
pendant 24 heures avec des doses croissantes de la protfeine 
recombinante Env-SU et la secretion des cytokines TNP-a, IL-lp 

10 et IL-6 a et6 gvaluSe par ELISA. Les quant it€s de cytokines 
secretees ont ete comparSes avec celles obtenues avec le 
contrdle autologue, SEB (un superantigene bact6rien bien 
caracterise) et LPS, bien connu pour avoir des proprietSs pro- 
inflaramatoires sur les PBMCs hxmaines, Toutes les proteines et 

15 les toxines ont €t6 utilis§es k tine concentration de 1 /ig/ml 
{concentration optimale pour 1' induction de cytokines pro- 
inflammatoires dgterminge par des experiences dose/reponse) . 
Les risultats montrent que Env-SU induit la secretion des 
trois cytokines d'une maniere dgpendante de la dose, mSme k 

20 des doses aussi faibles que 10 ng/ml. Comme montre dans la 
figure 2, la cinetique de secretion de cytokines obtenue avec 
Env-SU est plus proche de celle du LPS que du SEB. En effet, 
Env-SU et LPS sont capables d'induire la sicrgtion de grandes 
quantit^s de TNP-a, d'IL-6 et d'IL~lp des 24 heures, alors que 

25 SEB induit seulement la s6cr6tion de TNF-a meme apr^s 72 
heures d' incubation. II est interessant de noter que Env-SU et 
LPS atteignent leur pic de secretion de TNF-a tandis que SEB 
induit une secretion constante de TNF-a, Par rapport a IL-lp, 
Env-SU et LPS induisent un profil de secretion sirailaire a 

30 celui du TNF-a, caractSrisS par un pic de s^crgtion autour de 
24 heures d' incubation suivi d'une diminution constante. SEB 
qui est connu pour activer une grande population de 
lymphocytes T portant la meme specif icite TCR Vp n' induit aucun 
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IL-lp. lL-6 est s6cr6tg de mani^re constante par les PBMCs 
stimulSes par Env-SU et LPS, mais non par SEB. IL-6 et IL-lp 
sont deux cytokines preferentiellement relarguees par les 
monocytes/macrophages actives, bien que ces types de cellules 
5 potentiellement s^cretent du TNF-a. Ces doimees montrent que 
d'une manidre similaire h celle de LPS, Env-SU cible les 
cellules du systeme immunitaire inne, telles que les monocytes 
et les macrophages pour la liberation de cytokines pro- 
inf lammatoires . 

10 

Pour Sliminer la possibilite d'une contamination par 
endotoxines de la protSine recombinante Env-SU, les PBMCs 
humaines ont 6t4 soit traitfies avec un inhibiteur des LPS, la 
Polymixine B (PB) avant stimulation, soit incubees avec des 
15 prbteines et des toxines bouillies. En paralldle, a ggalement 
etS a j outs un controle autologue produit et purifie dans les - 
m§mes conditions, avec les meraes reactifs et materiel : 
casSine kinase humaine CK2. 

20 Apres 24 heures d' incubation, les surnageants de 

culture ont §t§ rgcoltes et analyses pour la secretion de TNF- 
a. Comme montre a la figure 4, le TNF~a induit par Env-SU et 
SEB est seulement partiellement inhibe par PB, alors que les 
effets de LPS sont totalement abolis. La proteine autologue de 
25 controle n' induit aucune secretion de cytokines. La liberation 
du TNF-a est egalement inhib^e de maniere significative quand 
les proteines Env-SU sont bouillies pendant 30 minutes, alors 
que I'activite LPS n'est pas affectee. Ceci est conforme aux 
resultats negatifs obtenus lors de 1' analyse de controle de 
30 quality realisSe a la fois sur des Schantillons purifies de 
Env-SU et du controle autologue en utilisant le test LAL, 
approuvg par la Food and Drug Administration. 
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Ces r§sultats demontrent que les effets pro- 
inf lainmatoires obsearves prficocement ne sont pas diis ^ une 
contamination par endotoxines et que composant responsable de 
ces effets est bien une proteine. 

5 

Pour confirmer la specificite des proprietes pro- 
inflairanatoires de Env-SU, les effets d'anticorps monoclonaux 
ont ete etudies. Les PBMCs ont et6 incubees pendant 24 heures 
avec le contr61e autologue, Env-Su ou LPS pre-incubes a 4^C 

10 pendant 1 heure avec soit un anticorps monoclonal dirige 
contre Env-SU, soit avec un anticorps monoclonal dirige centre 
Gag. La proteine Gag utilis^e pour dSvelopper cet anticorps 
monoclonal ne pr6sente pas d' activity pro-inflammatoire et 
constitue \m contr61e adequat. Comme montre a la figure 4, 

15 1' anticorps monoclonal anti-Env-SU bloque specif iquement la 
s^crStion de TNF-a m^di€e par Env-SU, mais pas celle de LPS, 
La s^crStion de cytokines n'est pas affectee par 1' anticorps 
monoclonal ant i -Gag. Ces r^sultats demontrent la specif icit6 
de Env-SU sur 1' induction de cytokines et 1' activation 

20 cellulaire. 

Env-SU a la capacity d'induire des cytokines pro- 
inf lammatoires dans des cultures de PBMCs. II a ensuite Ste 
v^rifie que Env-SU 6tait capable d'activer directement des 

25 monocytes purifies. Les monocytes purifies ont €t:6 stimulus 
avec le contr61e autologue, Env-SU ou LPS pendant 24 heures et 
diffSrents marqueurs d' activation, tels que CD80 et CD86, ont 
etg evalues par cytomStrie de flux. Comparg au controle 
autologue, Env-SU induit une regulation en amont des deux 

30 marqueurs et les niveaux d' expression obtenus sont similaires 
a ceux de LPS (figure 5a) . De grandes quantites de TNF-a, 
d'lL-lp, d'IL-6 et d'IL-12p40 sont produites en r^ponse IL Env- 
SU (figure 5b) . Ces r^sultats montrent que Env-SU induit une 



1 er dep6t 
26 



activation rapide et directs des monocytes associ§e a une 
production de cytokines pro-inflammatoires. 

Les cellules deridritiques sont des cellules 
5 presentatrices d'antigenes liant les iitimunites innee et 
adaptative avec la capacite unique de contrdler 1' activation 
des cellules T naives. La capacity de Env-SU a activer 
directement des cellules dendritiques derivees de monocytes 
(MDDCs) a etS etudiee. Les cellules dendritiques ont ete 

10 generees in vitro a partir de monocytes hautement purifies et 
stimul^es pendant 24 heures avec le contr61e autologue, Env-SU 
ou LPS, Env-SU est capable d'augmenter drastiquement 
1' activation des marqueurs CD80, CD86, CD40 et HLA-DR (figure 
6a). Les cytokines pro-inflammatoires IL-6, TNF-a, IL"12p40* et 

15 IL12p70 sont s^cr6t^es a des niveaux plus Sieves, II est 
montrg que les MDDCs stimulges par Env-SU sont capables 
d'induire une proliferation allogSnique des cellules T a xin 
degrS plus iinportant que le controle autologue, mime quand le 
nombre de cellules stimulatrices est faible (figure 6c) - Done, 

20 de maniere similaire au LPS (controle positif ) , Env-SU est 
capable d'induire la maturation de cellules dendritiques 
secretant de l'IL-12 et est done capable d'induire des 
reponses immunes specif iques primaires. 

25 Pour determiner si Env-SU utilise la m§me voie 

d' activation que LPS, les niveaux de TNF-a, secrete par des 
PBMCs humaines apres stimulation, avec ou sans pre -incubation 
avec des anticorps neutralisants anti-CD14 ou anti-TLR4 ont 
6te mesures. Les resultats presentes k la figure 7a montrent 

30 que le blocage de CD14 a pour resultat une inhibition 
significative dependante de la dose d' Env-SU et de la 
secretion du TNF-a mSdiSe par LPS (83% et 56% d' inhibition 
respective avec 20 /zg d' anticorps anti-CD14) . SEB, qui est 
connu pour activer les cellules T et les cellules 
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prSsentatrices d'antigSnes via le recepteur des cellules T et 
le HLA-DR, n' est . pas inhibg. Le blocage de TLR4 a pour 
r§sultat une inhibition de 37% sur les effets de Env-SU et xine 
inhibition de 43% sur les effets de LPS, avec 20 
5 d'anticorps anti-TLR4 (figure 7b). Aucun effet d' inhibition 
est observe pour les anticorps de contrdle dans les deux 
experiences. Les recepteurs CD14 et TLR4 sont done impliques 
dans les propri^tes pro-inflammatoires mediees par Env-SU. 

10 ' En conclusion, la fraction soluble de la proteine 

d'enveloppe de MSRV/HERV-W stimule une reponse iiranunitaire 
innee via les recepteurs de reconnaissance CD14 et TLR4 et il 
est montrg dans la pr^sente invention que la cascade 
immunopathologique conduisant ^ des lesions inf lainmatoires 

15 peut etre bloquee ^ un stade tr^s precoce par administration 
d'un composition th^rapeutique ou medicament comprenant au 
moins un anticorps choisi parmi les anticorps anti-Env-SU et 
anti-TLR4. 
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REVENDICATIONS 

1. Composition, caracterisSe en ce qu'elle comprend au moins 
5 un anticorps choisi dans le groupe (i) des anticorps anti-Env- 

SU MSRV/HERV-W ou dans le groupe (ii) des anticorps anti-TLR4 
capables de se lier specif iquement & la fraction soluble de la 
proteine Env de MSRV/HERV-W ou au recepteur TLR4 de la 
fraction soluble de la proteine Env de MSRV/HERV-W, et un 
10 v^hicule pharmaceutiquement acceptable. 

2. Composition selon la revendication 1, caracterisee en ce 
qu'elle comprend un vecteur pharmaceutiquement acceptable, 

15 3. Composition selon la revendication 1 ou la revendication 2, 
caract§ris^e en ce qu'elle comprend au moins un anticorps 
anti-Env-SU MSRV/HERV-W du groupe (i) et au moins iin anticorps 
anti-TLR4 du groupe (ii) . 

20 4. Composition selon I'ime des revendications 1 & 3, 
caracterisee en ce que 1' anticorps anti-Env-SU HERV-W du 
groupe (i) est choisi parmi les anticorps 3B2H4> 13H5A5 et 
3H10F10 et 1' anticorps anti-TLR4 du groupe (ii) est 
1 ' antico3:ps HTA125 , 

25 

5. Utilisation d'au moins un anticorps choisi dans le groupe 

(i) des anticoips anti-Env-SU MSRV/HERV-W ou dans le groupe 

(ii) des anticorps anti-TLR4 capables de se lier 
spScif iquement h. la fraction soluble de la proteine Env de 

30 MSRV/HERV-W ou au recepteur TLR4 de la fraction soluble de la 
proteine Env de MSRV/HERV-W pour la preparation d'un 
medicament • 
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6. utilisation selon la revendication 5 d'au moins un 
anticorps anti-Env-SU MSRV/HERV-W du groupe (i) et d'au moins 
d'un anticorps anti-TLR4 du groupe (ii) . 

5 7. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 5 k 
6, dans laquelle 1' anticorps anti-Env-SU HERV-W du groupe (i) 
est choisi parmi les anticorps 3B2H4, 13H5A5 et 3H10P10 et 
I'anticorps anti-TLR4 du groupe (ii) est 1' anticorps HTA12 5. 

10 8. Utilisation selon la revendication 7, pour le traitement 
d'une pathologic associSe k MSRV/HERV-W. 

9. Utilisation selon la revendication 7, dans laquelle la 
pathologie est la sclerose en plaques ou la shizophr^nie. 



15 



10. Anticorps choisi parmi les anticorps 3B2H4, 13H5A5 et 
3H10F10. 
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6, Utilisation selon la revendication 5 d'au moins un 
anticorps anti-Env-SU MSRV/HERV-W du groupe (i) et d'au moins 
d'un anticorps anti-TLR4 du groupe (ii) . 




5 7. Utilisation selon I'xine quelconque des revendications 5 a 
6, dans laquelle 1' anticorps anti-Env-SU HERV-W du groupe (i) 
est choisi parmi lies anticorps 3B2H4, 13H5A5 et 3H10F10 et 
1' anticorps anti-TLR4 du groupe (ii) est 1' anticorps HTA125. 

10 8. Utilisation selon la revendication 1, pour le traitement 
d'une pathologie associ^e ii MSRV/HERV-W. 

9. Utilisation selon la revendication 8, dans laquelle la 
pathologie est la sclerose en plaques ou la schizophr§nie . 

15 

10. Anticorps choisi parmi les anticorps 3B2H4, 13H5A5 et 
3H10F10, 
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Figure 2 
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Figure 5 
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SEQUENCE LISTING 

<110> bioM^rieiJx 

Institut National de la Saiit^ et de la Recherche M§dicale (INSERM) 

<120> Composition pour le traitement d'une pathologie associ§e k MSRV/HERV-W 

<130> TLR4 

<160> 1 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 
<211> 287 
<212> PRT 

<213:> virus MSRV/HERV-W 

<400> 1 

Ser Ser Ser Pro Tyr Gin Glu Phe Leu Trp Arg Thr Arg Leu Pro Gly 
15 10 15 

Asu lie Asp Ala Pro Ser Tyr Arg Ser Leu Ser Lys Gly Asn Ser Thr 
20 25 30 

Phe Thr Ala His Thr His Met Pro Arg Asn Cys Tyr Asn Ser Ala Thr 
35 40 45 

Leu Cys Met His Ala Asn Thr His Tyr Trp Thr Gly Lys Met He Asn 
50 55 60 

Pro Ser Cys Pro Gly Gly Leu Gly Ala Thr Val Cys Trp Thr Tyr Phe 
S5 70 75 80 

Thr His Thr Ser Met Ser Asp Gly Gly Gly He Gin Gly Gin Ala Arg 
85 90 95 

Glu Lys Gin Val Lys Glu Ala He Ser Gin Leu Thr Arg Gly His Ser 
100 105 110 

Thr Pro Ser Pro Tyr Lys Gly Leu Val Leu Ser Lys Leu His Glu Thr 
115 120 125 

Leu Arg Thr His Thr Arg Leu Val Ser Leu Phe Asn Thr Thr Leu Thr 
130 135 140 

Arg Leu His Glu Val Ser Ala Gin Asn Pro Thr Asn Cys Trp Met Cys 
145 150 155 160 

Leu Pro Leu His Phe Arg Pro Tyr He Ser He Pro Val Pro Glu Gin 
165 170 175 

Trp Asn Asn Phe Ser Thr Glu He Asn Thr Thr Ser Val Leu Val Gly 
180 185 190 

Pro Leu Val Ser Asn Leu Glu He Thr His Thr Ser Asn Leu Thr Cys 
195 200 205 

Val Lys Phe Ser Asn Thr He Asp Thr Thr Ser Ser Gin Cys He Arg 
' 210 215 220 
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Trp val Thr Pro Pro Thr Arg lie Val Cys Leu Pro Ser Gly He Phe 
225 230 235 240 

Phe Val Cys Gly Thr Ser Ala Tyr His Cys Leu Asn Gly Ser Ser Glu 
245 250 255 

Ser Met Cys Phe Leu Ser Phe Leu Val Pro Pro Met Thr He Tyr Thr 
260 265 270 

Glu Gin Asp Leu Tyr Asn His Val Val Pro Lys Pro His Asn Lys 
275 280 285 
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BREVET D'lNVENTION 
CERTIFICAT D'UTILiTE 

Code de la pn>pri6t6 intellecUielle - Livre VI 



N» 11235*03 



26 bis. rue de Saint P^rsbourg - 75800 Paris Cedex 08 

Pour vous Informer : INPI DIRECT 



ON^Iridigal! 



> 825 83 8?87) 
oisenc/ma 

T6l§copie : 33 (0)1 53 04 52 65 



DESIGNATION D'INVENTEUR(S) Page N» 1. ./ .2 

(A foumir dans le cas les demandeurs et les 

inventeurs ne sont pas les memes personnes) 



Get impr1m6 est a remplir lislbiement h i'encre noire 



OB 113 «W/ 210103 



Vos references pour ce dossier (factdtaij) 


TLR4 


N° D'ENREGISTREMENT NATIONAL 


0400675 



TITRE DE LMNVENTION (200 caractSres ou cspaces maximum) 

Confiposition pour le tr^itement d'une pathologie associee a la MSRV/HERV-W. 



LE(S) DEMANDEUR(S) : 

- bioMerieux 

- tnstitut National de la Recherche M^dicale (I.N.S.E.R.M.) 



DESIGNE(NT) EN TANT QU'INVENTEUR(S) : 





MARCHE 


Pr6noms 


Patrice 


Adresse 


Rue 


2 all^e du Gaillet 


Code postal et ville 


13 i8i2t4i0t MEYLAN 


Soci6t^ d'appartenance (facultatij) 


INSERM 


Q Nom 


ROLLAND 


Pr^noms 


Alexandre 


Adresse 


Rue 


8 rue de rOvalle 


Code postal et ville 


l:^ I8i3i6i01 SASSENAGE 


Societe d'appartenance (facutialij) 


INSERM 


E] Nom 


JOUVIN-MARCHE 


Prenoms 


Evelyne 


Adresse 


Rue 


2 allee du Gaillet 


Code postal et ville 


13i8i2 i4 lOI MEYLAN 


Soci6t6 d'appartenance (facultatij) • 


INSERM 



SMI y a plus de trois inventeurs, utilisez plusieurs formulahres. Indlquez en haul d droite le N° de la paga suivi du nombre de pages. 



DATEETSIGNATURE(S) 
DU (DES) DEMANDEUR(S) 
on DU MANDATAIRE 
(Norn et quality du signataire) 

DORGET Elisabeth 
tng^nieur Brevets - PG 10871 
Marcy TEtoile. le 25 aoQt 2004 




La loi n°78-17 du 6 Janvier 1978 relative a t'infbrmatlque, aux fichiers et aux libertds s'applique aux reponses faites d ce formulaire. 
Elle garantit un droit d'accds et de rectification pour les donnSes vous concemant aupr6s de I'lNPI. 




26 bis. rue de Saint P^tersbourg* 75800 Paris Cedex 08 
Pour vous informer : INPI DIRECT 



PN°lndig6 



» 0 825 83 8587) 
TiKcopie : 33 (0)1 53 04 52 65 



re^ue le 26/08/04 



BREVET D'INVENTION 

CERTIFICAT D'UTiLfTE 

Code de la propri^tS intellectuelle - Livre VI 

DESIGNATION D'INVENTEUR(S) Page N'^ 

(A fournir dans le cas ou ies demandeurs et ies 
inventeurs ne sont pas Ies memes personnes) 

Cet Imprim6 est a remplir feiblement a Tencre noire 



N" 11235*03 



D8Ild®W/ 210103 



Vos references pour ce dossier (facuUaiiJ) 


TLR4 


N^* D'ENREGISTREMENT NATIONAL 


0400676 



TITRE DE ^INVENTION (200 caractfercs ou espaces majdimnn) 

Composition pour le traltement d'une pathologle associde k la MSRV/HERV-W. 



LE(S) DEMANDEUR(S) : 

- bioM^rieux 

- Institut National de la Recherche M^dicale (I.N.S.E.R.M.) 



DESIGNE(NT) EN TANT QU'INVENTEUR(S) : 



Q Nom 


PERRON 


Pr§noms 


H0rv6 


Adresse 


Rue 


4 all^e de la GuigonniSre ; 


Code postal et vtlie 


Ifi 1 9l 2i 9i 01 SAINT GENIS LES OLLIERES - FRANCE 


Societe d*appartenance (jacidtaHj) 


bioMerieux 


B Nom 




Pr^noms 




Adresse 


Rue 




Code postal et ville 


1 1 1 1 1 1 


Societe d'appartenance (factdtaiij) 




B Nom 




Pr6noms 




Adresse 


Rue 




Code postal et ville 


1 1 1 1 1 1 


Soci6t^ d'appartenance (facultatij) 





S'il y a plus de trois inventeurs, utilisez plusieurs formulaires. Indiquez en haut d droite le N° de la page suivi du nombre de pages. 



DATE ET SiGNATURE(S) 
DU (DES) DEMAND£UR(S) 
OU DU MANDATAIRE 
(Nom et quality du signataire) 

DORGET Elisabeth 
Ing6nieur Brevets - PG 10871 
Marcy I'Etoile, le 25 aoOt 2004 




La lol n^78-17 du 6 Janvier 1978 relative h Tinfomiatique, aux fichiers et aux liberies s'applique aux r^ponses feltes k ce fbrmulaire. 
Elle garantit un droit d'acc6s et de rectification pour les donn^es vous concemant aupr&s de TINPI. 



